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【目的】
造影剤腎症は、臨床において、急性腎不全を来す最も重要な疾患の一つであるが、その予防・
治療法は確立されていない。
腎性貧血の治療薬であるエリスロボェチン（EPO）は、各種臓器における虚血性モデル動物に
おいて、造血機序に依存せず、抗アポトーシス作用を介した臓器保護作用を有する事が報告
されている。しかしながら、その多量投与は多血症を来す懸念から、貧血以外の臨床応用に
至っていない。近年、造血を来さない事を目的として、EPOの糖鎖末端のシァル酸を除去し
精製されたアシアロエリスロボェチン（AsjaloEPO）が、虚血による神経障害を抑制すると報
告されている。
そこで今回、造影剤による急性腎不全モデルに対し、EPO並びにAsialoEPOが、抗アポトー
シス作用を介し腎保護効果をもたらしうるかを検討した。
【方法】
インドメタシン（10mg／kg BW）、L－NAME（10mg／kg BW）を前投与した雄性SDラットに、非
イオン性造影剤Ioversol（IVS）（2．9giodine／kg BW）を静脈内投与し、造影剤腎症モデ
ルを作成した。AsialoEPOもしくはEPO（80ng／g BW）は、IVSの1時間前に投与した。
IVS投与24時間後に血清クレアチニン（SCr）、尿素窒素（BUN）、24時間クレアチニンクリ
アランス（Ccr）を測定した。摘出腎においては、組織学的変化、並びにアポトーシス評価の
ためTUNEL染色とCaspase－3活性を検討した。又、AsialoEPO及びEPO投与5分から24時間
後のラット腎における情報伝達を、Western Blot（WB）法にて検討した。
次いで、培養近位尿細管細胞（LLC－PKl細胞）を用いて、IVSによる直接毒性に対するAsialoEPO
の治療効果を検討した。LLC－PKl細胞にIVS（100mgiodine／ml）30分附置した後、IVSを除
去し24時間後に細胞を回収、Caspase－3活性を測定した。AsialoEPOもしくはEPO（25ng／mL）
は、IVS刺激l時間前に附置した。又、LLC－PKl細胞において、AsialoEPO及びEPO投与5分
から24時間後の細胞内情報伝達経路をWB法にて検討した。
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【結果】
IVS投与24時間後、Control群のSCr、BUNは有意に上昇し、Ccrは有意に低下した。これら
の変化は、AslaloEPO及びEPO前投与により有意に抑制された。腎組織学的所見は、Control
群において、急性腎障害の特徴である尿細管の赤血球円柱や鬱血、近位尿細管の空胞変性が
認められたが、これらはAsialoEPO及びEPO前投与により改善が認められた。アポトーシス
の検討では、Control群でTUNEL陽性細胞が有意に増加し、AsialoEPO及びEPO前投与におい
て有意に抑制された。また腎蛋白のCaspase，3活性とCleaved caspase－3免疫染色において
も、Control群でこれらは有意に増加し、AslaloEPO及びEPO前投与により改善が認められた。
ラット腎におけるシグナルの検討では、AsialoEPO及びEPO投与5分後にJAK2／STAT5リン酸
化が有意に増加し、1時間後にHSP70蛋白発現が有意に増強した。
細胞実験では、LLC－PKl細胞においてIVS附置によりCaspase－3活性は有意に増加し、
AsialoEPO及びEPO前投与により有意に抑制された。又、LLC－PKl細胞において、AsialoEPO
及びEPO附置5分後にJAK2／STAT5リン酸化が有意に増加し、l時間後にはHSP70蛋白発現が
有意に増強した。更に、AsialoEPOのIVS附置によるアポトーシス抑制機構を検討するため、
JAK2阻害薬をAsialoEPO投与の1時間前に附置し、Caspase－3活性を検討した。結果、JAK2
阻害薬によりAsialoEPOの抗アポトーシス効果は、有意に阻害された。
【考察】
以上の結果から、EPO、もしくはAsialoEPOは、造影剤によって引き起こされる近位尿細管上
皮のアポトーシス、ひいては腎組織障害を抑制し、更に、腎機能を保護することが示された。
その機序として、ラット腎及び培養近位尿細管細胞において、AsiaLoEPOはEPO同様に、
JAK2／STAT5経路活性化を介してHSP70蛋白発現を増強させることにより、造影剤によるアポ
トーシスの抑制に関与していると考えられた。
【結果】
EPO並びにAslaloEPOは、近位尿細管上皮のアポトーシスを抑制し、造影剤による腎障害を
抑制した。AslaloEPOは生物学的造血活性を有しておらず、血栓症発症等のリスクが低いと
考えられ、造影剤腎症等の急性腎障害の治療に有用である可能性が示唆された。
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本研究は、アシアロエリスロボェチン（AEPO）の造影剤腎症に対する腎保護効果を
検討したものである。
EPO誘導体であるAEPOは、造影剤腎症ラットにおいて腎機能・組織障害とアポト
ーシスを抑制した。その分子機構解明するため培養近位尿細管細胞を用いた検討を
行ったところ、AEPOの抗アポトーシス作用にはHSP70蛋白発現の増強が必要であ
り、更に、HSP70蛋白発現の増強はJAK2／STAT5リン酸化を介していた。以上より、
AEPOはJAK2／STAT5－HSP70経路を介した抗アポトーシス作用により、造影剤腎症
発症を予防した可能性が示唆された。
本論文は、造血作用を有しないAEPOが造影剤腎症発症を予防すること、またそ
の分子機構を明らかにしたものであり、今後臨床において、AEPOが新たな治療薬と
なり得る可能性を示唆したものである。よって博士（医学）の学位を授与するに値する
と評価された。
なお、本学位授与申請者は2008年1月31日実施の論文内容とそれに関連した試
問を受け合格と認められた。
（平成ユ♪年上月タロ）
